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Summary and general discussion 
Swrtlinrra~ itirrd general discussion 
Cytomegalovirus (CMV) infection is ubiquitous in man and it mostly runs an asyrnptonlatnc 
course in the imunocompetent host. 111 contrasq during immhnunocompsomised conditions 
severe disease develops with high rates of morbidity and molrtajity. 'The pathogenesis of 
discase is poorly underssad and treatment of disease is limited. Therefore, we searched for 
an animal model in which the pathology of CMV infection resembles that in man and which 
is suitable for studies on thc treatment of CMV infections. 
In this thesis the use ofthe rat is described as a host system to CMV infections invivo. Infection 
crf rats with a rat specific CMV (RCIVPV Maastricht) results in asyrnpton~atic infeceiott in 
immunocornpetent rats, whereas under irnmunocompromssed conditions severe symptoms 
dcwelolp. Two infection models were developed: in the first model generalized CMV infection 
was unduced in immunocompromised rats and in the second model interstitla1 lung disease 
(ILD) was induced in allogeneic bone marrow transplant (BMT) recipient rats. in both 
infection models the pathogenesis of disease was studied. Additionally, the effect of different 
treatment modalities was studied in the two models. 
For induction at" generalized infection animals were irnn~unosuppressed by a sublethal 
challenge (5  Gray) of total body irradiation (TBI) and infected with RCMV. At eight days 
post infection ( p i )  a generalized RCMY infection developed with macroscopic and micro- 
scopic signs of splenitis, heparitis and to a lesser extent pncurnolzha. lrzfection was also 
associated with halemostasis disorders. High virus titres were found in the spleen and liver 
and lower titres in the lung and kidney. The botie m m o w  was also heavily infected. 
Ultimately, most animals died from inkction between eight and ten days p.i. 'fhe symptoms 
in these m~imals were similar to those sn patients wilh severe smmunolog~cal irrlpainnent such 
as AIDS patients, in wlion~ involwement of the bone marrow is described and irr perinatally 
infected new-borns, whieli sufitr from hepatitis and splenitis Thrornbocytopenua and haemo- 
stasis clisardcrs are also freqarelvtly described in neonates. 'l'he multiple bleedings found in the 
internal organs point into the direction of diffuse vascular coagulatson auld coagulopathy .A 
lypical ex~llruple of vuscular unvolvellncnt during CMV infection 1s CMV-induced retinills in 
AIDS palients, that bas~cally aFkcYs ihe vascular layer of tlae retina, the charion. 'There is 
lncreasirlg evidence that Cb1IV-111lkcted endothelrwni becornes activated auld ultimately loos- 
ens fro111 the subendod~eI~ill layer, resulting in vascular lcakage and l~aemostatlc disol~ders. 
"This led to the hypotlzesis Ilia1 chnnges 4n lthc vascuI:xr endorhcli~lm for~ns tile basis of 
CMQ-induccd rl~seasc. 
B'neunloraia is n serious complicntio~v of CMV infecticrn in immunoco1a7pron~ised patients. Inu 
particmlttr, II,D occurs Gequelally 111 allogea~eic RM"T recipients. In these pahcnts I1,D is 
associated widr CMV infection and graSt versus host disease (Gvl-ID), and is tl~ought o be an 
i~nrn~~nopathologic prucoss. To s~udy rl~c parhogcn~csis of CMW-induced ILD, we developed 
a bone ntnsrow transpla~~tunion (BMTx) n~odel nn rats. In this model, aniinals recewed 
potentially Jetl~al total body irradiation (TIFI), followed by replacement of tlve bone marrow 
and CMV infection. ILD occurred ln rats \hl~lch had received aPlogeneic BMTx aszd RCMV 
infectiolz, but not in m~isiials which had recenved syngeneic RMTx and RCMV snfection nor 
im mock-lnfected animals after allogeneic BMTx. Therefore, clrese studlcs clearly clemtarn- 
strated that a combination of CMV ~nScctlon and itllogericlc BMTx is mquinxd for 'tile 
development of ILD. However, these experiments did not allow a definitlve ~ S W C ~  to t l~e 
question whether the occurrence of ILD in allogenehc, but not In syngerveic BhdT rzcbplenfs 
11s due to differences in the host. such as homing of the bonc marrow cells, or Ihaf it is bascd 
on ~mrnunologica~ factors, sucla as dill'erences in nlajor E~istocompatibili~y conrplex (ME-tCI 
antigens of the lung. Therefore, we pcrformcd a serlcs 01' esperimc~lts in wltich prior to 
allogeneic BMTx, an allogennc lung was transplmted in the Imsi. l.n this model !he allogeneic 
bone rn'mow recognized the donor lung as syngculelc tissue :mcl the recipient lung as 
allageneic. After RCMV infection significantly more CMV antigen-expressing cells in the 
interstitial septa were found 111 tlre allageneic sec~plent lung than in t l ~ c  syngeneic donor lung. 
The lugher viral load in the septa1 wall ofthe lung was accampanaed by severe difruse ILD, 
characterized by congestion of the interstitial septa wit11 mononuclear cells ttlid erythrocytes, 
swelling of endothelial cells in the pulmonrary captllasies and errdothelual Leakage. In col~lrast, 
in the donor lung that was syngeneic to the bone marrow, only minor clrarnges wcrc observed 
in the interstitial and rn th6 capillary endcathelium. I t  was concluded that a high virus load In 
'the inlerstiriunn, as is detected in the recipient lung, is associated u:ith intersl~lial and 
endotl~elial changes in the capillaries and invtcrstitial congestion. 'rlae splcnie weight of d~ese  
animals was noi increased and all inflaunnlatory response in rile perivascular and peribrolzcliinl 
region of the rccipiervt lung was absent. It was therefore corncl~~dcd that these CMV-induced 
interstitial changes in the allogencic lung are not associated with GvIdD. In order (o evoke a, 
strang immune response, additional lymphocytes, that werc syngeneic lo both the bnnc 
marrow and the donor lung, were administered. After lymphocyte donation, the ccllular 
Inflammatory response imi the alveolar septa QE the allogeneic lung was less than in 111e 
syngeneic lung, Afier RCMY infection this response was not increased. Since no signs ol' 
GvIID were abservcd inthese experiments, it can be concluded that GvMD is not a prerequisite 
for the devclop~nent of ILD in these acutely infected rats In this study the Grst particular 
Bind~ng was the presence of vascular leakage and subsequent congestion o r  the inlersllillnl 
septa in the lung, that occur in the absence of inflamtnatory responsc These changes are 
related to hlgEr local virus titres aAcr allogcnclc haire rnitrrow tsanspluitlrt~oru rhercbrc, we 
hypothesize that vascular activation and subseque~~t i~lterstitlnl coligestrnn are l l~c  primery 
patlvological findings during CMV-induced lLD Tlnis vascu1~1r acluvat~on is followed by an 
i n f l i m a t ~ r y  response, rather thrrn an aggt-essivc local wnalzune response lo CMV as slrggesled 
by others To rule nut the possibility o f a  fulmmant local T-ccll response lu  CMV, irdolpliwc 
transfer experiments can be perfomred. In these expertmcnts l l ~  erred or I'-cells primed ~ 8 t h  
CMQ prote~ns carr be studied on the lungs ol' ~nfected allogervcic 13MT rec~picrvt rats 'l"o 
exclude cross reactivity lveiwee~a RCMV antigens and alrlo-antigens, ~hese cxpcnanenls can 
be puSomed ~n noninfccted rats. -1 hc second hnlcresting observatlot~ was lllc presence of 
CMv-lnduced ILD in the absence of GwHD. T11rs finding contrasts wrth data frfrom other 
exper~mcnts descr~bhng a statisnical relation betvucen CMV infection, 1LD and GvI113. In our 
hands it seemed that GvHD was even inhibited by the GMY infection. An explmatfon for 
thesc different filldings can be dhc relation betweon Gvlllll and reactivat~on of' latent CMV 
~nfect~wn, that confounds data in man. The coinbination of aliogenelc ttansplantaiian m d  
in~munosuppressiCrn evokes the reactivation iof latenr CMV ~nfectaon. This leads to the 
hypatl~csls that CvHD and subsequent immmologlcal ce11 prol~krrnt~an permit the vems to 
reactivate from a latent state. GvI-ID on turn has to be treated try high level immunosuppressive 
rcgllnen, making escape Srom immune suwelllance possible. Ultimately, this results in a 
generalized GMV infection in which the lung IS ofien ~nvolvcd. To point out the reiation 
between GuHD and CMW infection, studies on latency and reactivatzon have to be performed. 
AdditionalYy, inbred animals with only minor genetical d~fferences In their MHC molecules 
call be uvcd to ckucidate the roue of MIIC recognition w~th  respect lo CMV infect~on. 
"I"lae second par1 of the s t d y  focused an the treatment ohCMV dlsease. TWO known treatment 
modalities are treatmela with hyper irnrnune serum (1-115) a ~ d  treatment wlth antiviral drugs. 
'l'reaiment of CMV inufeclions with antiviral drugs, such as 9-(1,3-dihydroxy-2-propoxy- 
tncthy1)yuanine (DE1lYG or galuciclovir) is widely used. DHPG is a nucleot~de analogue, that 
inllibrls the viral DNA polymerase and that funct~ons as a chain terminator. Treatment with 
131-II'G seemils to be effective for saine patients wi1l.i CMV nnfcction. but scverc adverse 
reactions limit tlae use of this drug. In pat-ticrular in allogenelc DMT recipients sufkring from 
CMV-induced IJ,D, therapy failure is dcscr~bed. Combination treatment of 111-IPG and HIS 
seelilv to be superior to treatment wxth cithcr one of those. 
". I Ilc following questioa~s were subject of tlze antiviral treatnient s t~~dies  In the rat   nod el. What 
is rhc optimal therapeulic regimen and under which circumstances should co~a'bined treatment 
wit11 ganciclovir and 1-11s be advised? Should the serum lsreparatiioris used For treatnienl 
conrain specific anti-CMV acttvzly or can non-specific antibodies be used? Are there altema- 
live antiviral agcnts which are efrectiwe against clinical CMY infections'? 
Studnes were pcrhrmed on 1-11s treatment in rats suffering from generalized RCMV infection. 
' h e  I-lIS had high ncultralizil~g alltibody titres. The Il ls  ad~ni~~istcrcd early during inrection 
(i.e. day 0) reduced mortality signlficanlly and there was a dose effect relat~ansbip. HIS 
tredment rcd~lccd vurus tltres in marly organs, such as the lungs and liver, l ~ ~ r  not in the spleen. 
Wlacn Ells l l ea t~nen l  was delinyed for tl~see days it did not arfecb mortality and did not result 
in  a clccreasc ol virus ulrcs in the in~emal organs. 'Trcatmcnt with coailrol mmune serurn (CIS) 
had no cltl'cct on n~urtality, indicating that specific anti-CMV directecl antibodies fotmicd the 
hiisls of the erfect 011 gcncrall~ed CMV ilzfechon Interestingly, vatiat~on In the wrus titre in 
thc inoculun~ did hardly injllucnce die eESect of HIS treatment. l n  contrasl, increased imnatr- 
nosup]-sressioa i'rom 5 to (a Grsy l'Bl nbulished the annjvlral effect of l llS l'liis suggests that. 
illlhough antibodies agalrtst C M V  act ns nsutralizing tantibodics in vivep, cell dependelit 
~ulnlbody aclions such as alziihody dlcpende~zk cell toxici& may be of great inlporta~cc Phr Ble 
recovery oI'virlils infcc110~1 Atier al lclge~reic WM'l'x, trent~ncnt wzth EllS had n benefic~al eflect 
on ~ b c  ourse ol'CMV-i~aduced I1,U clrrcl II reduced !Ire CMV tirres rn the Zunrg. CIS lrad no 
zllkcl rtn virus t11res and on the developmerit of ILD. 
Stzidies on llle cffecl 01' DHPG treatnzent revenlcd that the d ~ u g  *as effective against 
gc~nerlrlizecl RCMV 1111kction in a dose derperlide~~t nnallllcr 'I'he effective dose was 20 
mgikgiduy guvcn in two dally doses I;or Gve days. At ttraL dose, ~nortality was significanztly 
seduced and the virus tiares in liver md luilgs were si:mikjca~dj$ decreased. SB~ortcrrlt~g o f t l ~ e  
duration of lreatnlel~t and delay of trcahment for three days led ta tb~elapy $)xilure and all aninzals 
died from infection. Toxicity was not observed at that dose DHF'G treahnent iiu the allogcneia: 
BMTx model led to a significan~ decrease o f v i r ~ ~ s  t~tres in CBIC lung of tlrese animals, but tiad 
ainzost no effect on 11-D. 
Combined treattnent wit11 DHPG and 3-llS was studied ~ n ,  both the geucralizcd infeciuon amrodel 
m d  the lLDi model. In the generalized infection rurodel, the combineit trearnnent was syncr- 
gistic, since the effeclive dose of both garlcicloitir and 131s during co~ublned trcattnenl 141ns 
reduced to 25% o f t l ~ e  ffective dose fur trcatrnent with a stngle arrtiviral age~lt. In tllc BMTs 
model, conab~ned treatment with DHPG and I-IIS rcduced the virtls titres un lung and spleen 
to below derectinn levels and 11.131 was totally pievenled. lnte~.esthngly, treatlnelat \villu both 
DM PG and CIS reduced the virus tltres in lung and spleen only sl ~ghtly. bui rrmarkedly seduced 
ILU Adrnin~sdrat~o~l crfCIS as a single drug had no effect on virus iitrcs ttnd 11,D. 
Fro111 these experiments it can be concluded tlaae specific antibodies to Ck4V have na.r in~porllani 
antiviral effect during immunocompromised conditions. Since the erect  of mtivlrnl trcat- 
merit is dependent on the degree of ttrtal body irradialion, we conclude illat {he dntilriral clTeci 
has to be suppnrtccl by the cellular immune response. I t  would be rntetesting xo study the 
activity of 1-11s with respect to the endotheha1 act~valion. \srhich might bc ~~npot-&nt in  tlie 
pathogenesis of CMV infection 111 addrtion, it is worthwl~ile in study wlretl~er CMV-iiaduccd 
parhology car1 be prevented by inhibition of endothelian cell activation 
A recently designed n~ncleotidc analogue, (53-1 -~R-hyd~oxy-2-phospI1~anyIpropox~~11ic~E1y1)cy- 
tosine (HPMFIC) was evaluated for the lreatmcnt ofCMV infections in vivo. In vitru, 1 Il'MPC 
seems to bc a earldidate for the treat~neizt oCCMV infcdions, sincc the selectivily index (the 
ratio of cell toxic concentration and effective antiviral concentrndio~i) rs 1400, !vhiclu is 8 linacs 
higher Ithan that oFDHPG. The drug also has some othzcr advantages over 133-11'6, sucl~ as tlre 
long irltaacellular half life of the active n~etabolites and 111c low grade of resistance hn vitro. 
The selectivity index of- HPMPC for KGMV was about 5001. l'hercforc, dlle drug tzinled o l~ t  
to be also a selective inhibitor of 17CMV infection. 'Q'he in vivo antlvural ncbivit)~ of tlre dlr~~g 
against RCMV was assessed in the gcnernlized ~nfectiorz ri~odel as well as in rhe 1l.D mcrdcl. 
In tlie ger~eral~zed infection model 1 IU'MPC was rar more active than 1314PG. the cficllvc 
dose was 2 mgfkg given nn a srngle dose as con~paled lo i>611JG, ~ihiclm I~ud 10 bc ndministerecl 
at a dose of 20 mgikglday twice dally fbr n! [cast 5 days One singlc ailmirlistra~ioi~ ol.1-113MPC 
ai 20 mg/kg (which rs 10 tinlcs the effeclive dose) coniplctcly inlribi~ed viral rcplicat~on in  all 
organs. As was the case Y;or Dl-IPG, 1-IIJMIYC adrninistcrcd as hate as thrcc days p.i wab 11ot 
efkctive Pretentivc administratiw~~ w ~ t h  IIPMPC, in contrast lo DHI'G. was eficfivc iri 
reducing mortality from generalized infccdion. Toxicity was not oibservecl at t h ~ s  douc I lvesc 
properties of I-1PMPC make the drug s~lntable for long rcrnm prcvcrltutc CreillmenL ol' CMV 
infectiolis AfZer allogcneic BM'I'x. I II1IVIPC: at 20 rnglkgco~npletely inhibi tod v~r ,~l  replication 
~n organs, such as the spleen and lungs, and lhc clcveloptneart 01'11.3). I'his stuely intllcalcs tltat 
HPAIPC is a poaen~~al sulbable drug for [he treatment of C:MV rnfeclions Applicalio~~s in  man 
have lo be studied 
l:inaily, the pathogenesis of RCMV infections In rats s l ~ w s  sarihng similaities with that of 
hunran CeM Vn man, liwl.aic'rt underlnncs that the rat mode1 may be important to increase the 
insight in the in vjxo bchaviour of CMV and its clinical consequences The  rat models 
developed in this study can also be helpful to design appropriate treatment modalit~es for 
CMV disease. Ilowevcr, more knowledge on the virus is necessary for delailed studies on the 
in viva behaviour of GMV. 
Samenvattiaug eni algemene discussie 
CytomegaJovims (CMV) infecties komen bij dc iiuens algenneen voor en her iiifectic belotrp 
is meesral ai~ye-nptornatisch brj nnensen me1 ren iiorialale ahvcer. Undcr o~~~standlgh~den,  
waabi$ de immuniteit verminderd is- Bcun1nei.1 er echter ernstigc. infecties oritstann, die kequent 
leiden tot het ontstaan van ernstige ziekte ei1 die met een hoge rnoflalitelt gepaard gmn Die 
pathogenese w a n  CMY infecties is grotendeels oribekend cn de I~eha~~dclzngsim.iogelijklicde~a 
voor de ziekte zijn beperkt. 23.aarori-t zochten wij naar eeii dueniiodel, livaariaij de pailiologie 
van CMV Infecties grote gelijkenis vertoont met dte vaiti de tiheris en naar een iriodel, d ~ i  
geschikt is voor her bestuderen van de behmdclmg vran deze infeclics. 
In dit proecxhrift wordt gebruik gemaakt 1rai.i de rat als gasiheer systeenz voor CMV ilikctie. 
Terw~jl een iiifechie bij imn~uungecomproniitieerde ratten met een rat-spcciflek CR4V (RCMV 
Mastricht) meesd  in een asyinpton~atische infectie resulteert, Illiidt dit i r i  imint~tmgecana- 
proriiit.teerde ratte11 tc~t ernstige symptoïnei?. Twee infectie modellei1 werden ontwikkeld i11 de 
ral. 11-1 het eerste model ywerd ceiz gegeneraliseerde CMY iiifectie geïi~duccerd in imni.ruvi~ge- 
compromitteerde ratteil. In het L~veede model werd inkerstitiCle long ziekte (lLD) geïnduceerd 
door CMV infectie in ratten, dre een allogene beennnerg transplantie Irebbeii orituaingeri. In  
beide infeciie modellen werd de pal.hogenese vaia CMV-gcïn~duccerde ~ ~ c k t e  orideiiroclrt, 
Aa~asluitend werden iil beide modellen diverse: behandelingsst rategieën aiiderzcacht. 
Oin gegenerdiseerde CMV infecties te bewerkstelligen kregeri de dieren ~iriunrnm~suplaicssie 
door muddel van een subletale dosis ( 5  Gray) totale Iìcheamsbesiraling enu werden re intraperi- 
toneaal geïnfecteerd met RCMV. Op de acl.rtste dag van de infectre ontwikkehde zich ccn 
gegeneraliseerde RCMV infectie nlet. naacroscopische cn microscopisclre tekzncn van splerii- 
tis. hepatitis en in mindere mate pneumolnuz. De inkctic wcrcl ook geassocieerd anet blue- 
dingsafwijkingen. I-loge viirus tikrs werden gevonden In de milt ei1 Iever, r e r ~ i j l  age liters 
gedetecteerd werden i11 de Iongeil en meren. I-let beeiimerg was ook zwaar geìiafecteerd. 
Uiteindelijk bezweken de meeste dieren tussen de achtste cri de tiende dag van de infectie. 
De syrnptonten in deze dieren vertoonden sterke overeelikoli-ist met symptomen, die in 
paijenten met ernstige immuun stoornisseni worden aangetroi'fen, zoals patiënten met het 
verworven imrnunodefïciEntic syiidroorn (AIDS) ein bij perin~alole infecties die i"requcii1 
gepaard gaan met hepatitis en spleiiitis, ~lirornbocytopcnie n ~Sw~jkingeru i n  de hacioricistasis. 
De niassalc bloediiigen aai-igctroSfeia in de uniernc oryarrcn ui[jzci~ iin de richtii~g van dil"f"ure 
intravasak stolling met een eoagulopatie. I k i  typisch voorbeeld vair ceia dergclijkc zrrindolv- 
ning is de CMV geïnduceerde re'linitis bij AIDS pat3nten, die I'citeltjk een asndoeiiurig vuil 
hei vaatbed van de retina, dc chanan, is. Er r,un aainwijzlngen dirt CMV-gcnnlectccsd endoil~ecl 
geactiveerd raakt en ~iiteindel~jk loslaat van de subcndonlueliale laag, Iieigecii resulteert in 
vaatlekkage en verandeslngeii in de haemostusis Dit le~dt ot de IZyp~l~h~se dat vi~atvcnurcle- 
ringen a m ~  de basis kunnen staan varn LM'$ geinduceeide ziekte. 
Een cinstlge complicatie vala CMY iiifcctic b([ immuungec<9n~~~rum~2teerde pallc'nteii, in licl 
bijrander na allogene beerimerg transplantalie (DM l 'x ) ,  IS een Intesslitieel loi~gbeeld (11.D). 
In dcxe patienten groep wordt CMV-geïnduceerde IL,D geassocieerd met grrift versus Iiosr 
ziekte (CvB 103). De pathogenese van 1LD iis grotendeels ai~bekend. maar wordt vanwege dczc 
as~uciatie als een ~mrnuaopatholog~seh proces geduid Om de pathogenese van CMV gein- 
ducecrde OCD re bcstudcren anfwikckelde~i wij een BM'Px m d e l  rn de rat. In dut model kregen 
de dieren een potentieel letale docts i o ~ l e  Iicf~aarnsbestraling, gevolg doar terugplaatsing van 
beenmergcellen en CMY infectie. ILD kwa~iu voor bij de ratten die zowel een allogene BhTiti 
hadden gekregen en ook taiei CMV bcsmci waren, maar nier b i  ratlen dle allkCn een allogene 
BMTx hadden gekregen en ook niet bii raben dne een syngene BMTx gekregen hadden in 
combinatie me1 CMV infectie. Uiit d e ~ e  gegevens bl?jkl duidelijk dat de combinatie van 
allogene T3MTx en CMV infectie nodig ns voor laer tot stand komen van ILD De vraag of het 
tiroorkomen van CMV gelndueecrdc ILD alleen na allogene BMTx, maar niet na syngene 
BMTx, te wijten is aan verschillen in de gastheer. b v. de nestelmg van de nieuwe beenmerg 
cellen, of dat het verschil geliaseerd Is op ~mrnunologische factoren, zoals het verschil tussen 
het weefseltype (MHC) van de long cn de beemergcellen, kan uit deze experimenten echter 
niet beantwoord worden. 13erhalve werd een reeks experrrnienten verricht, waarin voorafgaailel 
aan de allogene BMTx, in de gastheer een allogene long werd getransplanteerd D m -  
tengevolge wordt de donorlong door liet allogene beenmerg als syngeen herkend, en de lorrg 
van de ontvanger als allogeen. Me1 deze experimenten kan worden acmgetoond. dat de 
nllogenc long van cle ontvanger signilicaiit meer CMV antigeen-bevaltende cellen in het 
intcrstitiurn bevatte, dan in de voor het becnnierg syngenie loilg. Dc grote lïoeveelheid 
gcïnfkc~eerde cellen in de alveolaire septa wan de allogene long ging verge7eld me1 een 
emstigc difl~nus verspreide ILD, die gekenmerkt werd door congesthe van de interstiliele 
Imssei~schot-ten rciet rnoiioniiclcaire cellen en erytrocyten, zwelling van Izet endothecl in de 
loilgcapiillairan en lekkages van liet endotheel 11% de voor ]lel beenmerg syngene long werden 
echter weinig veranderingen geobserveerd. Onadat er geen toename werd gcvonden in heit 
mihgcwiclit cn er geen verhoogde mate van onistek~i~gsreaktie waar gcriioinen werd in de 
perivascrrlaire en peribroiiclriszle regio werden deze interstifliEle veranderingen in de allogene 
Ion~g niet in verhand gebracht met het optreden van GvEID. 0111 een sterke in~mziunrespons 
op tc wekken werden, additioneel aan de BM'ïx, lymfocyten toegediend, die voos het 
heeiiinerg en de donor long syngccn \waren. Na deze extra toediening vala Ipmfocyten was cle 
irilmviinrespons in de alveolaire septai van de allogene long nainder dan in de syngene long 
Nti RCMQ infectie nam elrze iiirniiii~nrcspcins niet toe. Oiinidnt in deze irxperimentei~ geen 
tekciicii van C h I  BW werden gczieii. kt111 worden gecoric~iudccrd dat GtvlHIl geen voorwaarde 
is voor hei tot stand kotnen van I1,D in d c ~ e  RCMV geïnfecteerde ratten. 13e vaatlekkagc en 
dc daaropvolyende cniigeslie vaiz de alvcalairc sepia iirr de loirg, iii afxvezigheid va11 een 
irrflaiinrnzrtoire respons, is de eerste bijzoi~dere vindii~g. Deze veranderingen wortien geasso- 
cieerd anel hoge Inkalc virus liters tza allogcrie l3MTx Daarom is de hypotl~ese ontstaan dat 
i.p.v. ecn agressieve loklile immiiunrespans, de iiillamrnatoire respons secundair Is aan de 
vti:rial'Yuij klngcn eiï de dcniropvolgen~k schade Om de mogelijkheid van een lokale fuUrninante 
irnilzuilnrespons te i~nderzoekeu~ kniizieii transfcr experimenbeiz verricht worden. Ijaarhij kan 
I l ~ t  ellCci van voor CMV gesensibiliseerde T-cellcn op de long van CMV geïnfecteerde 
oiilvanlgcss va11 cen ullogirne beennaerg traiasplantatie onderzocht .*varden. Om eventiicle 
kruisreactie tilssen Ch4V ailtigeneii en allo-antigenen te ondeizoekcn kunnen gesensibi- 
liseerde '1'-cellen aari niet geïnfecteerde diereui gegeven worden. De tweede interessa~rte 
bevinding is, inr afivijkzng vnn de slatistisclae relatie russen ChlV infectie ILD c11 GttI-lD bij 
de mens, hel ontstaan van ILD in nfi%~eiezìgl.ieid van Gvl-ID. 111 onze experimentcsi l i jkt  Brei er 
zelfs op dat GvHD geremd uiordt door de Cbtlir infectie. Deze tegenstelling Ikai verlilawt 
worden uit de relatie tussen GvHD en rcactivatic van Ch'PY vasiuit cerr latente slaat: Hct 3s 
bekend dat de combinatie van allogel~e transplantatie en i~-iiinuusisuppress~e erii reaeiivdie 
van eer1 latente CMV infectie u~tlokken. Dit leidt fot dc aalmniile cltzt Gvl-ID en de dasuop 
volgende celproliferafie reachvatie vanuit lziireiitie toestaan. Op 11a~u beurt wordt Ot'HD 
behandeld met hoge doses i~muunsiwippn-ssiw, waardoor un~snappi~ig uit de iii~il~uiiologiscI~e 
controle mogelijk wordt. Dit Icidt tot eein gegeneraliseerde CMY itzicic~ie, wiisrbij ídc long 
vmk betrokken is. Om de relatie nissen GvtlD en Lh4V infectie verder te besl~idereïi, inoctz~i 
studies rilaar latentie en reactivaiie oiideriiornen wordcni. .4ansliritet1d kunnen studics gcduan 
worden, waarbi.j ratten met kleine genetisclie ~lcrscliillcn in htiri hIHC iï~olecule gebruiki 
worden, teneinde de rol van de M136 gercstricteerdc lierkenning met belrekking Irrt CMV 
infecties te ontrafelen. 
E-let tweede deel van het proefschrift gaat over de behandeling van CMV iinfeciics. I3G de mens 
bekende beliandelingsmodaliteiten zl.jri behatideling met Iiyperii-i-imtiuii senum (11IS) en 
antivirale cheniatherapie. Het meest frequent gebruikte airtivirale n~iddel is 941 ,J-dil~ydroxy- 
2-propoxymet1ryl)giuanine (DI-IPG ofwel ganciclovlr). DE IP(Ci is een nuclcoside uaaloog, dal 
het viraal DNA polymerase remt en dat werkt door de verlenging vaii de DNA kcteta ie 
beëindigen. Behmideling met DMPG lijkt effectief te zijli bij bepiialde groepein vaci paiiidnten 
met een CMV inkctie, snaar ernstige bijwerkingen beperken de bruikbaarheid van dit 
geneesmiddel. Thcrapeuliscla falen is besclireveu~ bi.j patiënten, die Ii.jclen aan1 een CMY 
geïnduceerde ILD na liet krijgen ven een allogene BM'Tx. Coiiibiiiaiie therapie niet D11PG 
en 1-135 lijkt betere effecten te geven dar) behandeliiug rinlet &&n enkcl middel. 
De volgende vragen zijli onderwerp van studie in l.iet rat model. Welkc is de beste behan- 
delingsstïategie is ei? wanneer niinet connbinatîe therapie met ganciclovir er1 111s gebruikt 
worden. Moet het gebruikte serutm specifieke antilichamen tegen CMV 12.ioet hevatten, of 
kunnen niet-specifieke arrtiilichaani preparaten gebruikt worden" ,%.ju cr allernatieve antivirale 
middelen voor de behandelurig van CMV infecties" 
Bestudeerd werd de bchandeliiig van rntter~ niet een gcgei.icrnliaeeide RCMV inSceiie, i ~ c t  
HIS. Diit 1ìIS bevane hoge titeïs aai1 ireutra~iscsencle a~zlìlicliai-i~cn. Di: toeduerning vaii I-IIY 
ormaiddelli.jk iaade inkctie deed de niarlaliteit significant af~leri~eni cri cr was een dosis-efict 
relatie waarneembaar. Bovendien waren de virusliters ijai behniideli~zg inct 1-11s lager in 
verscl-iillendc organcn, mals cle loi~gen eïi de levcs Indien de bchandcling rnct E III S ecliller nlel 
3 dagen weid vertraagd, \vas er geen effect op de mortaliteit mccr wnar te iren.pcn en werd er 
geen afname mccr van de vinlstitcrs in de inwendige organcn peuoriclcn B~lr~indcliiig nick 
conirole rmiriuwi serunr (CIS) had geen cjlect op de inortditeit. Dit beteketnt dat spcciliek 
legen CMV-gerichte antiliclnamenz de basis vormden voor het antlvirole c f f c ~ ~  van 1 [IS. 
Inlleressant was ook de waarneming dat het iresuliarii van de bchanclelung !net I I1S nauwelijks 
hclnvloed werd door variatic van de hocveellieid infccilieus virus in Brct inocul~in~ l<en 
verhoging van de lioeveelheid totale Jichaamsbeslralinig van S Gray Int 6 ( i ~ d y  deed íle 
antivirale werking van, HIS echter volledig deniet Dit suggereert dat, hoewel antilichatnen 
gericht tegen CMV neimtral~serend werken, cel-afhankelijke werking v m  wtilichanieri, zoals 
antillchmcnm akankelljke cytotoxlciteit, een belangrijkc rol spelen voor de herkenning van een 
virus infectie in vivo, Ook bij een allogene ISM'Tx had de behandeling met HPS een gunstig 
effect op het bcloap vmi CMY geinduceerde ILD en werden de virustizers in de long 
verminderd. CIS had geen effect op de hoogte van de vizustiters en op de lontwiklceling wan 
ILD 
Studies naar het efFect van DHPG toonden am dat het middel effectief was voor de 
behandeling van gegencsalliseerde RCMQ infectie op een dosis afhankelijke wiljze. De 
effeciieve dosis was 20 mg/kg/dag, gegeven in twee doses pel- dag gedurende 5 dagen. Bij 
deze dosering werd de mortaliteit significant verminderd en waren de vlrustite~s In de lever 
ien longen significant lager. !Zet verkorten vair de behUndelYnysduur. of het me1 drie dagen 
uitstellen van de behandeling, leidde tot het falen van d r  therapie, met als resultaat dat alle 
diercn uverlcdcn tcn gcvolge van de infectie. Toxiciteit wcrd met waargenomen bij de 
gcbr~iikte doseringen. 
I n  het allagenc 13M H'x model leidde de behandeling met DHPG tot een significante afname 
van de virustiters zn de longen, inaar het effect op ~ L D  was gering. 
Gccoinbineerdc behandeling met DHPG ei) HIS werd bestudeerd in zowel hel gegenera- 
lisccrde infectie model, als in Irea BMTx model. In het gegeneraliseerde inleetic model had 
de combinatie van beide muddelen een synergïstischc werking, daar de effectieve dosis van 
belde middelen gedurende de gecoinbineerde behandeli~ag werd verminderd fot 25% wan de 
effectieve dosis voor de behandeling met beide middelen afzonderlijk. In het BMTx modd 
werden incl. combinatie therapie de vlrustiiers in de inilt en longen tot onder het delectie niveau 
gebracht en het optreden van ILD werd totaal voorkomen. I-Iet was interessant Xe zien dal de 
combinatie van CDHPG en CIS de virus titers in dc milt en Longen maar weinig beïnvloedde, 
maar dat de ILD aannlerkelijk verminderd was. Enkelvoudige behandeling met CIS had geen 
effect op de virus titers erz Izel ontstaan van I LD. 
Uit deze studies kan afgeleid worden dat specifieke antilichamen, gericht tegeli CMV, 
i ~ . ~ d ( " ~ 1 h r . ~ i n ~ . m ~ ~ n n 1 ~ ~ ~ , ~ ~ ~ ~ n d i . ~ ~ r ~ ~ 1 ~ d f ~ ~ 3 ~ h & h ~ ~ 1 ~ ~ & ~ ~ ~ ~ d r ~ ~ ~ ~ . ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ m  rn uu s~qqrn&it  
Dsmr elc dosis vali tutale lichazrmsbestraling van iiwloed is op het effect van behandeling, 
liwardi gecrunclildeerd dat liet antiviraal effect ondersteund inoet worden door de cellulaire 
iixmimiicit. Mct betrekking tot cndotlaeelnctuva~ie, waarvan wij veroiidersteld laebben dat het 
van belang is cle parl-iogetyese van1 CMV nnfcctie, is het iideressant om de activiteit van 1-1115 
[c bestuderen. Verdcr is het van belang o n ~  de invloed van endotheelactivatie remmers te 
bestuderen. 
. . feil slotte werd een recent ontwikkelde nucleotide arialoog, (S)-l-(3-Jtydroxy-2-plios- 
plioi.iy l)cy~osine (f-IPMPC) voor de behandeling vni~ CMV geëvalueerd Uit iia vitro gegcvens 
blcek nl. dat BIPMI'C een uitstekende kacudìdaat is voor de behandeling van CMV infecties, 
daar de sclectivi~e~tsir~dcx (dc rntm \rail de cel-toxische coiicentratie en de effectieve mtivarale 
concentratie) I J00 is, hetgeen acht ii~aal groter us d m  die vtw DDIJPC. Het middel heeft ook 
~irndera voordelen bovcii D1 LPG, zoals de lange intraeeliliilaire Iralhaardetijd van de actieve 
iis~crtlbolietcii en dc geringe mate va11 resistentie vorming i i i  vitro. De selectiviteitsindex van 
HPMPC voor RCMV wrts ongeveer 500, Iietgeen aangeef?. dat het niidetel ook een selectieve 
remmer is voor RCMV replicalie. Ook werd de antivirale activiteit van het n~iddrli in vivo 
onderzocht; dit gebeurde in beide infediernodelleii In het gegei~er&!isccrde infecilizri.iodcl 
werd gewonden, dat HPMPC veel actiever was d m  DMPG: de eSfectieve dusis was 2 ingkg 
voor HPMPG, i11 een ee~malige toediening, terumjjl DHPG. met een dosering vaia 20 
n~gr'kgidag verdeeld over twee dagelijkse dosis, gcdwcndc 5 dagen moest worden Ilocgedlend. 
Een eiikele dosis van 20 mgkg I-IPMPG reinde compleet de virslc replicatie i11 alle organen. 
Zoals het geval was voor DHPG, was ook de behandeling met IIPMPC op de derde dag na 
infectie niel effectief. In tegenstelling tot DWPG, was de preventieve betiandcling 117e-t I-iPhllthC 
echter \vel effectief en was in staat o111 sterfte ten gevolge van gcgeiicraliseerde inSectie te 
voorkomen. Toxiciteit werd niet waargenomen, ondanks de hoge doseringen. De eigcnsehap- 
pen van I-UPMPC n~akcn het geschikt voor langdurige proSIwe van CM\, infeclics. 
Na allogene BMTx remde HPNPC bij een dosis van 20 mgkg de virale rcplicutic iru orga~eri, 
zoals de milt en longen volledig, en rerndc tiiet de ontwikkeling van ILD. Uit  de rcsiiltatcii van 
dit  o n d e ~ o e k  kan geconcludeerd worden, dat I-IP'MJ-C een geschikt middel lijkt te rii.jn voor 
de behandeling van CMV infechcs. 
Teilslotie toon1 de pathogenese va11 RCMV infecties in dc rat opvallende overeerikorii~st mct 
die van huinaan CMV bij de mens, hetgeen orzderstreept dat het railitiodel gcscliikt is voor het 
verkrijgen van meer iiizicht in her in vivo gedrag van CMV en de: klinisclae coiiseq~ic~ilies 
daarvan. De hier ontwikkelde rat modellen kunnen ook een ondersteunenrde rol vervul!en bij 
het ontwiklkelen vaui geschikte behmdelingsmodaliteiteni voor CMY ziekte. Om dlit te bereiken 
is echter meer kennis nodig over het vurus, 7odat meet gcdetaillieerde studies naar het In vivo 
gedrag van CMV verricht kan worden. 
